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Досліджено структурно-функціональний стан та
життєздатність різних популяцій ядровмісних клітин
(ЯВК, CD45+) кордової крові людини (КК), у тому числі й
гемопоетичних стовбурових клітин-попередників
(CD34+), залежно від способів їх виділення з цільної крові,
використання кріопротекторів із різним механізмом дії
та низьких температур.
Показано високу ефективність виділення ЯВК із
цільної КК методом двохетапного центрифугування, який
не передбачає використання хімічних речовин і дозволяє
виділяти більше 90% CD45+- і CD34+-клітин без втрати їх
життєздатності. Також високу ефективність виділення
ЯВК забезпечував метод седиментації у поліглюкіні –
більше 80% CD45+- і CD34+-клітин. Встановлено, що
кріоконсервування ЯВК, виділених у поліглюкіні, під
захистом ДМСО, а також ЯВК виділених двохетапним
центрифугуванням, під захистом ПЕГ-1500 дозволяє
зберегти у життєздатному стані більше 80% CD45+-
і більше 90% CD34+-клітин.
Показано різну чутливість популяцій ЯВК до по-
шкоджуючої дії факторів кріоконсервування: максималь-
ною кріостійкістю характеризуються лімфоцити і
моноцити (життєздатність понад 95 і 90% відповідно). При
цьому основне зменшення кількості ЯВК та зниження
показника їх життєздатності відбувалось за рахунок гра-
нулоцитів.
Продемонстровано збереження асиметричного
розподілу фосфоліпідів у 99% лімфоцитів, 96% моноцитів
і 83% гранулоцитів КК, кріоконсервованих під захистом
як ДМСО, так і ПЕГ-1500, після виділення клітин у поліглю-
кіні та двохетапного центрифугування відповідно. Вста-
новлено підвищення вмісту в клітинах активних форм
кисню після кріоконсервування з ДМСО і ПЕГ-1500, яке
не є критичним і може розглядатися як реакція клітин на
вплив факторів кріоконсервування.
Проведений аналіз стадій апоптозу ЯВК показав, що
виділення у поліглюкіні та кріоконсервування з 5%-м
ДМСО, а також виділення методом двохетапного центри-
фугування та заморожування з 10%-м ПЕГ-1500 збері-
гало живими (Annexin V–7AAD–) більшість клітин, а їх
пошкодження відбувалось шляхом некрозу (Annexin V–
7AAD+). Основний відсоток ушкоджених клітин при
використанні будь-якої з технологій кріоконсервування
припадав на популяцію гранулоцитів, а лімфоцити та
моноцити мали високу кріостійкість.
Таким чином, представлені методи кріоконсерву-
вання, які базуються на виділенні клітин у поліглюкіні та
методом двохетапного центрифугування та застосуван-
ні ДМСО і ПЕГ-1500, забезпечують високий рівень
збереженості та життєздатності ЯВК, незважаючи на фор-
мування АФК, що зумовлює високий потенціал клітин
для використання в клінічній практиці.
We studied structural and functional states as well as
viability of various populations of human cord blood (CB)
nucleated cells (NCs, CD45+), including hematopoietic pro-
genitor cells (HPCs, CD34+), depending on the method of
whole cord blood separation and choice of cryoprotectants
with different mechanism of action and low temperatures.
The experiments showed high efficiency of the NCs
isolation from the whole CB by the two-step centrifugation
without use of additional chemicals that allowed to collect
more than 90% of CD45+ and CD34+ cells without loss of
their viability. High efficiency was also provided by
sedimentation in dextran solution: more than 80% CD45+
and CD34+ cells. It was established that NCs isolation in
dextran solution and subsequent freezing under 5% DMSO
protection, as well as cells isolation by two-step centrifuga-
tion and subsequent freezing under 10% PEG-1500
protection, kept viable more than 80% CD45+ and 90% CD34+
cells. Different sensitivity of NC populations to the
damaging effects of cryopreservation factors was shown:
lymphocytes and monocytes were the most cryoresistant
(more than 95 and 90% viable cells, correspondingly).
Herewith, the main decrease in cells amount and their
viability was due to granulocytes.
There was shown the preservation of asymmetric phos-
pholipid distribution in 99% lymphocytes, 96% monocytes
and 83% granulocytes of CB, cryopreserved under the pro-
tection of DMSO and PEG-1500 after cells isolation in dextran
solution and by two-step centrifugation respectively. It was
established that an increased content of intracellular
reactive oxygen species (ROS) after cryopreservation with
DMSO and PEG-1500 was not critical and could be consi-
dered as cells response to the stress effects of freeze-
thawing.
The analysis of apoptosis stages in CB NCs showed
that isolation in dextran solution and cryopreservation with
5% DMSO, as well as isolation by two-step centrifugation
and cryopreservation with 10% PEG-1500, kept alive
(Annexin V–7AAD–) the majority of cells, and cell damage
occurred primarily by necrosis (Annexin V–7AAD+). Major
percentage of damaged cells in any of the utilized cryopreser-
vation methods was due to granulocyte population, and
lymphocytes and monocytes were highly cryoresistant.
To emphasize, we can conclude that the presented
methods of cryopreservation of CB NCs based on isolation
in dextran solution and by two-step centrifugation and
application of DMSO and PEG-1500, provided a high level
of survival and viability in spite of ROS formation, that
provided their high potential for application in clinical
practice.
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